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1. 緒言 
多くのバクテリアは分子モーターの一種であるべ
ん毛を回転させることで推進力を発生し、運動する。
べん毛はナノサイズと微小であり、モーターの回転速
度は非常に速く、100％に近いエネルギー変換効率を
もつと言われている。これらの特徴はタンパク質ナノ
マシンの性能の高さを示すものであり、その構造は人
工ナノマシンの設計に役立つものと期待されている。
しかし、べん毛モーターの立体構造や回転機構につい
ては未解明な点が多い。これまでに、枯草菌 fliE 遺
伝子欠損株(fliE )に対してプラスミドにより、構成
単位の異なる FliE複合体を発現する相補株を数種類
作製した。それらの運動性を比較、評価する事で枯草
菌FliEタンパク質の構成単位数を推測した 1 ) 。また、
MBP Pull-down assay による好熱菌 Bacillus sp. 
PS3 (PS3 )由来 FlgB-FliE間の相互作用が明らかに
されている 2 )。そこで本研究では、プラスミドもしく
はゲノムインテグレートによる、枯草菌 FliEの構成
単位解析及び部分欠損 FliE を用いた MBP-Pull 
down assayによる、PS3 由来FlgB-FliE間の相互作
用部位の解析を行ない、FliE の配向性を予測する事
でべん毛モーターの立体構造解明への足掛かりとし
た。 
 
2. 理論及び方法 
2-1. Swarm assayによる枯草菌FliE構成単位解析 
プラスミドによる相補では、fliE 構成単位が枯草菌
細胞内で変動してしまうという問題が明らかになった
ため、枯草菌fliEの recA遺伝子を欠損させてプラス
ミドの安定化を試みた。予想通り、プラスミド上の fliE
構成単位は安定したが、運動性が著しく低下する傾向
が観察された。そこで、細胞内でより安定した状態で
FliE複合タンパク質が発現するように、ゲノムインテ
グレートによる相補を試みた。まず、枯草菌の aprE
遺伝子内に目的の遺伝子を相同組み換えにより挿入出
来るように構築されたプラスミド( pHEF )にfliE遺伝
子が複数個( 1～10個)直列に繋がった遺伝子断片を組
み込んだ。これらをfliE に導入する事でゲノムイン
テグレート型相補株( FliE1～8 )を作製した。流動性を
持った 0.28％軟寒天培地上に各相補株の培養液をス
ポットしてインキュベート( 37℃, 7 hもしくは10 h )
した。形成したSwarm ringの相対面積を比較し、運
動性の評価を行なった。 
 
2-2. MBP-Pull down assayによるFliE配向解析 
 シークエンス解析により決定された塩基配列 3 )を元
に、PS3 のゲノムをテンプレートとして、PCR によ
り fliE 全長,、fliE 部分欠損遺伝子( N末端側10残基
欠損(N-FliE)、C末端側10残基欠損(C-FliE ))を増
幅 、 pET41b(+) に導入して発現用プラスミドを構築
した。構築した各プラスミドで宿主大腸菌BL21(DE3)
を形質転換した。形質転換体をLB培地で培養 (37℃, 
OD660≒0.35～0.4)して、IPTG ( f.c.=0.1mM )を加え
て発現誘導( 37℃,3h )により目的タンパク質を発現さ
せた。細胞破砕及び遠心分離後、沈殿タンパク質を
Urea溶液により可溶化させ、段階的透析によりUrea
を徐々に取り除き、リフォールディングした。 
 PS3由来FlgBタンパク質のN末端側にMBPタグ
を付加した MBP-FlgB (57kDa) を Amylose resin 
( novagen )と結合させて、そこに FliE, N-FliE, 
C-FliEを加えてインキュベート(4℃,12h)した。精製
操作を行ない、通過画分及び溶出画分を SDS-PAGE
により確認した。 
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3. 結果及び考察 
3-1. Swarm assayによるFliE構成単位解析 
Salmonella typhimuriumにおいて、FliE構成単位
数はおよそ9個ではないかという報告がされている 4 )。
べん毛の構造は普遍的なものであり、バクテリア種間
で高度に保存されているため、9 からかけ離れた構成
単位ではないと考えられる。Fig. 1より、FliE6～8の
運動性が低い事から、構成単位は 6～8 の倍数ではな
いと考えられるため、12,14,16の可能性は低いと言え 
る。一方で、FliE3及びFliE5株において、比較的高
い運動性の回復を観察出来た。これらの結果から、
FliE の構成単位数は 3 の倍数かつ 5 の倍数、つまり
15であると考えた。FliE2及びFliE4株においても運
動性の回復が観察される理由としては、今回の実験系
では人為的に FliE タンパク質をリンカーにより連結
しているため、15とは一分子異なる16のFliE複合 
体を形成した際に、枯草菌生体内において 15 個で形
成される FliE 複合体に類似した構造が形成されてし
まったためと推測した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
2-2. MBP-Pull down assayによるFliE配向解析 
 単量体で存在する FliE は不安定であり、時間の経
過と共にβアミロイド構造を形成して沈殿が生じてし
まう事が報告されている 5 )。また、FliEのN末端側
の欠損により立体構造が崩れたためか、Urea による
可溶化が困難であり、Fig. 2. のレーン2より、可溶性
画分に十分な濃度のN-FliE(9.8kDa)を確認出来ず、
相互作用解析をするまでに至らなかった。レーン 1,4
にはFliE (10.8 kDa)、レーン3にはC-FliE( 9.5 kDa)
を十分量確認出来たため、可溶化及びリフォールディ
ングされたと言える。C-FliEの可溶化がFliEよりも
向上した理由としては、疎水性領域であるC末端を欠
損させた事で、より親水性になったためと考えられる。 
レーン 5の溶出画分にはFliE を確認出来た。一方
で、レーン8のMBPタグ(42.5kDa)とFliE混合溶液
の溶出画分には FliE が確認されなかった。この事か
ら、FliEがFlgBと相互作用していると言える。また、
レーン 7 にC-FliE を確認出来た事から、FliE の C
末端領域は FlgB との相互作用に関与しないと考えら
れる。これにより、N末端領域がFlgBと相互作用す
る事が示唆されたが、N-FliEの可溶化条件の検討や、
より欠損領域を広くする等して相互作用解析を行なう
必要性がある。 
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Fig. 2. MBP-Pull down assayによる相互作用解析 
 
4. 結言 
ゲノムインテグレートにより作製された相補株の
運動性評価により、枯草菌 FliE タンパク質の構成単
位数は15であると考察しうる結果を得られた。 
 MBP-Pull down assayにより、FliEのN末端領域
とFlgBとの相互作用が示唆された。 
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Fig. 1. FliE相補株の運動性評価 
1 : MBP-FlgB, FliE  Pass      5 : MBP-FlgB, FliE  Elute 
2 : MBP-FlgB, N-FliE  Pass  6 : MBP-FlgB, N-FliE  Elute 
3 : MBP-FlgB, C-FliE  Pass  7 : MBP-FlgB, C-FliE  Elute 
4 : MBP, FliE  Pass           8 : MBP, FliE  Elute 
M : prestained  protein marker 
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